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 ลูกใต้ใบเป็นพืชล้มลุกที่จัดอยู่ในวงศ์ Euphorbiaceae จีนัส Phyllanthus ลูกใตใ้บถกูนํามาใช้
เป็นสมุนไพรโดยแพทย์แผนโบราณเพื่อรักษาโรคต่าง ๆ หลายโรคมาเป็นเวลานานแล้ว เช่น ใช้แกไ้ข้ 
รักษาโรคเบาหวานและโรคตับ เป็นต้น ในประเทศไทยพบว่าพืชที่มีชื่อเรียกทั่วไปว่าลูกใต้ใบมีหลาย 
สปีชีส์เนื่องจากมีลักษณะเด่นที่คล้ายคลึงกัน กล่าวคือ มีใบประกอบและออกผลห้อยลงตามซอก
ก้านใบย่อย ในการศึกษานี้มีวัตถุประสงค์เพื่อทําการเปรียบเทียบฤทธ์ิทางเภสัชวิทยาของสารสกดั
หยาบจากลูกใต้ใบ 3 ชนิด ได้แก่ Phyllanthus  virgatus, P. amarus และ P. urinaria โดยทําการ
วิเคราะห์หาสารประกอบฟีนอลิกที่มีอยู่ในสารสกัด แล้วทําการศึกษาฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระและฤทธ์ิ
ต้านเซลล์มะเร็งของสารสกัดทั้งสามชนิด จากการตรวจหาปริมาณของสารประกอบฟีนอลิกที่พบใน
สารสกัด 50% เมธานอล พบว่าสารสกัดจาก  P. virgatus มีปริมาณของสารประกอบฟีนอลิกสูงกว่า
สารสกัดจาก P. urinaria  และ P. amarus  เม่ือทําการทดสอบโดยใช้วิธี DPPH free radical 
scavenging  พบว่าสารสกัดหยาบจาก  P. virgatus มีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระได้ดีที่สุด นอกจากน้ันยัง
สามารถยับย้ังการเกิด  lipid peroxidation ของ linoleic acid system ได้ดีที่สุดอีกด้วย และเมื่อทําการ
ทดสอบความเป็นพิษของสารสกัดลูกใต้ใบต่อเซลล์มะเร็งตับ HepG2 โดยวิธี MTT และ trypan blue 
พบว่าสารสกัดจาก P. virgatus มีความเป็นพิษต่อเซลล์ HepG2 มากกว่าสารสกัดจาก P. amarus 
และ P. urinaria ซึ่งสามารถยืนยันได้จากภาพถ่ายที่แสดงการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างทางสัณฐาน
วิทยาของเซลล์   เมื่อนําสารสกัดที่มีความเข้มข้นเท่ากัน คือ 500 µg/mL มาทดสอบหาอัตราการใช้
ออกซิเจนของเซลล์ด้วยการใช้ Clark oxygen electrode พบว่าสารสกัดจาก P. virgatus กระตุ้นให้




















 Look-tai-bai is an annual herb in the genus Phyllanthus (family: Euphorbiaceae). It has 
long been prescribed in traditional medicine for treating various diseases such as fever, diabetes 
and liver disorders. In Thailand, the plants which are called Look-tai-bai consist of several 
species because they are closely related in appearance, i.e. compound leaf and fruits 
underneath every pair of the feathered leaves. The purpose of this study was to compare the 
pharmacological activities among crude extracts from three Phyllanthus species, namely P. 
virgatus, P. amarus and P. urinaria. The total phenolic content as well as antioxidant and 
anticancer activities of the extracts was analyzed. It was found that total phenolic content of the 
50% methanol extract of P. virgatus was higher than those of P. urinaria and P. amarus. 
Moreover, the crude extract of P. virgatus showed the highest antioxidant property by using 
DPPH assay and highest inhibition of peroxidation in linoleic acid system. Additionally, the in 
vitro cytotoxicity of the Phyllanthus extracts on human hepatoma HepG2 cells were also 
investigated by MTT and trypan blue assay. The extract of P. virgatus was also more toxic than 
the extracts of P. amarus and P. urinaria extract; which was confirmed by cellular morphological 
changes. Measured by Clark oxygen electrode, the extract of P. virgatus (500 µg/mL) produced 
the highest stimulation on oxygen consumption of HepG2 cells.  Since mitochondria is the most 
important organelle in the oxygen consumption of cells, the results obtained suggest that the 
mitochondrial effects may play an important role in the cytotoxicity of Phyllanthus extracts on 
HepG2 cells. Further investigations are recommended. 
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ความสําคัญและท่ีมาของปัญหาการวิจัย   
ลูกใต้ใบ เป็นพืชล้มลุกขนาดเล็กจัดอยู่ในวงศ์ Euphorbiaceae จีนัส Phyllanthus เหตุที่มีชื่อ
เรียกว่า ลูกใตใ้บ, หญ้าลูกใต้ใบ หรือ หญ้าใตใ้บ  เนื่องจากมีผลขนาดเล็กออกตามซอกก้านใบย่อย
และห้อยลงให้เห็นว่าลูกอยู่ใต้ใบ (รูปที่ 1) ในประเทศไทยมพีืชล้มลุกที่มีลักษณะดังกล่าวคล้ายคลึง
กันและถูกเรียกว่าลูกใตใ้บอยู่อย่างน้อย 5 ชนิดหรือสปีชีส ์ (species) ได้แก่ Phyllanthus amarus 
Schumach. & Thonn., P. debilis, P. niruri, P. urinary Linn และ P. virgatus G. Forst.  นอกจากใน
ประเทศไทยแล้ว พืชเหล่านี้ยังมีการกระจายทั่วไปในทุกภูมิภาคท่ัวโลก และถูกนํามาใช้เป็นสมุนไพร








        A    B    C 
รูปท่ี  1 ลักษณะที่คล้ายคลึงกันของลูกใต้ใบ 3 ชนิดที่ใช้ศึกษาในงานวิจัยนี้ (A) P. urinaria (B) P. 
amarus และ (C) P. virgatus      ที่มา: http://www.alabamaplants.com;  
http://cookislands.bishopmuseum.org และ  http://www.plantsystematics.org 
 
ในระยะเวลาสองทศวรรษที่ผ่านมา ได้มีการศึกษาวิจัยเกี่ยวกับฤทธ์ิทางเภสัชวิทยาของพืชใน
กลุ่มนี้อย่างกว้างขวาง    นักวิจัยพบฤทธ์ิต้านการเป็นพิษต่อตับ (anti-hepatotoxic properties) ของ
ทั้ง P. amarus (Ram, 2001)  P. fraternus (Ahmed et al., 2002)   และ P. urinaria (Wang et al., 









พันธ์ุในพืชกลุ่มนี้อีกด้วย (Rajeshkumar et al., 1995; Raphael et al., 2002; Sripanidkulchai et al., 
2002)  นอกจากนั้นยังมีการศึกษาที่พบว่าสารสกัดน้ําจาก P. amarus สามารถเพ่ิมเวลาของการมี
ชีวิตของหนูขาวที่ถูกชักนําให้เกิดมะเร็งในตับให้ยาวขึ้น (Rajeshkumar and Kuttan 2000)  ผลการ
ทดลองจากการนํานํ้าสกัดจาก P. amarus ไปใช้ในผู้ป่วยไวรัสตับอักเสบบีพบว่าได้ผลดี กล่าวคือทํา
ให้ภูมิต้านทานต่อเช้ือไวรัสตับอักเสบบีของผู้ป่วยเพ่ิมข้ึน ขณะที่ระดับ antigen ลดลง (Wang et al., 
1995)  นอกจากฤทธ์ิในการป้องกันการอักเสบหรืออันตรายต่อตับแล้วยังพบว่านํ้าสกัดจากลูกใตใ้บ 
P. urinaria มีฤทธ์ิทําให้เกิดการตาย (apoptosis) ของเซลมะเร็งชนิด Lewis lung carcinoma โดยมี
กลไกไปทําให้เซลมะเร็งชนิดนี้สร้างโปรตีน Bcl-2 น้อยลง (Huang et al., 2003)   จากศึกษาของ
นักวิจัยกลุ่มต่าง ๆ ท่ัวโลกพบฤทธ์ิทางเภสัชวิทยาอ่ืน ๆ   ของพืชลูกใต้ใบอีกหลายประการ เช่น ฤทธ์ิ
ในการต้านอักเสบ (Kiemer et al., 2003) ฤทธ์ิในการลดระดับนํ้าตาลในเลือดของหนูขาว (Raphael 
et al., 2002)  และฤทธ์ิในการยับย้ังกระบวนการ replication ของ เช้ือ HIV-1 ในเซลล์มะเร็งชนิด 
CD4(+) HeLa cell (Notka et al., 2003)     สําหรับฤทธ์ิในการต้านอักเสบน้ัน มีนักวิจัยพบว่าสาร
สกัดจาก P. amarus สามารถยับย้ัง activity ของ iNOS, COX-2, and cytokines หลายชนิดโดยผ่าน
ทาง NF-kappa B pathway (Kiemer et al., 2003)    นอกจากน้ี Kassuya และคณะ (2003)    ได้นํา
สารสกัด hexane จาก P. amarus มาทดสอบฤทธ์ิในการระงับความเจ็บปวด    จากการทดสอบ
ดังกล่าวพบว่าสารสกัดให้ผลตอบสนองดี สามารถระงับความเจ็บปวดได้ทั้งที่เกิดจากการอักเสบ 
(inflammatory pain) และที่เกิดจากเส้นประสาทอักเสบ (neuropathic pain)      ในการศึกษาวิจัย
เกี่ยวกับฤทธ์ิต้านอักเสบนี้ คณะผู้วิจัยอีกกลุ่มหน่ึงได้ทําการทดสอบทั้งสารสกัดเมทธานอลและสาร
สกัดน้ําจาก P. amarus พบว่าสามารถลดการบวมของอุ้งเท้าหนูได้มากกว่ากลุ่มควบคุมถึง 42% 
(Raphael and Kuttan, 2003)   นอกเหนือจากฤทธ์ิที่กล่าวมาแล้วสารสกัดเมทธานอลจาก P. 
amarus ยังออกฤทธ์ิในการต้านอนุมูลอิสระ (antioxidant) ซึ่งนักวิจัยคิดว่าน่าจะเป็นผลมาจากฤทธ์ิ
ในการยับย้ังการเกิด lipid peroxidation และความสามารถในการกําจัดสารอนุมูลอิสระ hydroxyl 
และ superoxide radicals  (Raphael et al., 2002) 
การค้นพบฤทธ์ิทางเภสัชวิทยาของลูกใตใ้บซึ่งสนับสนุนความเชื่อที่ว่า ลูกใต้ใบมีมีประโยชน์
ต่อสุขภาพของผู้บรโิภค  ทําให้มีผลิตภัณฑ์จากลูกใตใ้บออกจําหน่ายทางการค้าจากทั้งในประเทศ
และต่างประเทศ     ด้วยเหตุที่ลูกใต้ใบสายพันธ์ุต่าง ๆ นี้มีความคล้ายคลึงทั้งในด้านลักษณะที่
ปรากฏและส่วนประกอบทางเคมี ตลอดจนการใช้รักษาโรคที่คล้ายคลึงกันตั้งแตใ่นอดีต   ทําให้
ผลิตภัณฑ์ซึ่งใช้ช่ือเรียกโดยรวมว่า ผลิตภัณฑ์จากลูกใตใ้บ   อาจผลิตมาจากลูกใต้ใบคนละสายพันธ์ุ   










ใต้ใบชนิดต่าง ๆ จากต่างพื้นที่  คือ P. amarus Linn. จากเมือง Madras ประเทศอินเดีย, P. niruri 
จากจังหวัด Hainan ประเทศจีน และ P. urinaria จากจังหวัด Henan ประเทศจีน    พบว่ามีเพียง
ผู้ป่วยที่ได้รับผลิตภัณฑ์น้ําสกัดจาก       P. urinaria ที่เก็บได้จากจังหวัด Hainan เท่าน้ัน  ที่สามารถ
ทําให้ผู้ป่วยมีภูมิต้านทานต่อไวรัสตับอักเสบบีเพ่ิมขึ้น และ antigen ลดลง (Wang et al., 1995) 
 เพื่อประโยชน์สูงสุดต่อสุขภาพของประชาชนในการใช้ผลิตภัณฑ์จากลูกใตใ้บ จึงน่าจะมี
ข้อมูลชี้เฉพาะถึงความแตกต่างของฤทธ์ิทางเภสัชวิทยา และเปรียบเทียบประสิทธิภาพของลูกใตใ้บ
แต่ละชนิดซึ่งมีอยู่ในประเทศให้มากข้ึน   บริษัทผู้ผลิตหรือประชาชนจะได้มีข้อมูลเก่ียวกับสรรพคุณที่
ถูกต้องเพื่อการเลือกชนิดที่เหมาะสมในการรักษาโรค   จากการสํารวจของผู้วิจัย พบว่าลูกใตใ้บที่มี
การกระจายตัวอยู่มากที่สุดในพื้นที่เขตจังหวัดนครราชสีมา ประกอบด้วยลูกใตใ้บ 3 สปีชีส์ คือ P. 
amarus Schumach. & Thonn., P. urinary Linn และ P. virgatus G. Forst.  ดังนั้นในการศึกษาวิจัยน้ี
จึงได้ทําการศึกษาเปรียบเทียบฤทธ์ิทางเภสัชวิทยาในหลาย ๆ ประการของลูกใต้ใบ 3 ชนิดดังกล่าว 
ได้แก่ ปริมาณ phenolic compound, ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ (antioxidant) และความเป็นพิษต่อเซลล์ 
เพื่อเป็นข้อมูลไปสนับสนุนการเลือกใช้ชนิดของลูกใต้ใบให้ถูกต้อง งานวิจัยนี้ยังได้ศึกษากลไกการ
ออกฤทธ์ิที่อาจจะเก่ียวข้องกับความเป็นพิษต่อเซลล์ ในแง่ของการกระตุ้นการใช้ออกซิเจนอีกด้วย  
วัตถุประสงค์ของการวิจัย 
การศึกษาวิจัยน้ีมีวัตถุประสงค์เพื่อเปรียบเทียบฤทธ์ิทางเภสัชวิทยาของนํ้าสกัดจากลูกใต้ใบ 
3 สปีชีส์ ในหัวข้อต่อไปนี้ คือ 
1. ปริมาณสารประกอบ phenolic ในสารสกัด 
2. ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ  
3. ความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งตับ HepG2 
4. ฤทธ์ิกระตุ้นการใช้ออกซิเจนของเซลล์มะเร็งตับ HepG2 
ขอบเขตของการวิจัย 
การศึกษาวิจัยน้ีเป็นการศึกษาโดยใช้สารสกัดหยาบ ทําให้มีข้อจํากัดในการระบุสารออกฤทธ์ิ 


































1.1  การเก็บพืชตัวอย่าง 
ลูกใต้ใบทั้ง 3 ชนิด คือ  P. amarus, P. virgatus และ P. urinaria เก็บได้จากอําเภอปักธงชัย
และอําเภอเมือง จังหวัดนครราชสีมา การ identify ทําโดย ดร. พอล เจ โกรดิ อาจารย์ประจํา
ภาควิชาชีววิทยา สํานักวิชาวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี โดยอ้างอิงจากลักษณะ
ดอกและผล (รูปที่ 2) หลังจากล้างเศษดินและสิ่งที่ปนเปื้อนออกจนสะอาดด้วยนํ้าและนํ้ากล่ันในคร้ัง
สุดท้ายแล้ว นําไปอบที่อุณหภูมิ 40° C หลังจากน้ันนําไปบดผ่านตะแกรงขนาด  2 มิลลิเมตร ผง













รูปท่ี  2 ลักษณะของดอกและผลของลูกใต้ใบ 3 ชนิดที่ใช้ศึกษาในงานวิจัยนี้ (A) P. amarus (B) P. 











นําผงสมุนไพรของลูกใต้ใบแต่ละชนิดไปสกัดด้วย 50% methanol ในอัตราส่วน 1:10 (w/v) 
เขย่าที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 24 ช่ัวโมงรวม 3 ครั้ง นําสารสกัดที่ได้จากการสกัดทั้ง 3 ครั้งมา
รวมกันแล้วกรองผ่านกระดาษกรองเบอร์ 4 จากน้ันนําไปทําให้เข้มข้นด้วยเครื่องระเหยแห้งภายใต้
ความดันต่ํา (arotary evaporator under low pressure) เม่ือของเหลวลดลงประมาณ 4/5 จึงนําไปทํา
ให้แห้งด้วยเคร่ือง lyophilizer เก็บสารสกัดหยาบที่ได้ที่ -20° C   
2. การตรวจหาปริมาณ total phenolic content  
ปริมาณ total phenolic compounds ของสารสกัดลูกใต้ใบในการศึกษานี้ใช้วิธีที่กล่าวไว้ใน
การศึกษาของ  Kulkarni และคณะ (2007)  ดังต่อไปนี้คือ เตรียม reaction mixture ซึ่งประกอบด้วย 
สารสกัดความเข้มข้น 1 mg/mL จํานวน 250 µl หรือสารมาตรฐาน gallic acid หลายความเข้มข้น
ระหว่าง 0.025 - 0.5 mg/mL จากน้ันเติม 2% Na2CO3 จํานวน 2.5 mL และสารละลาย 50% Folin-
ciocalteu จํานวน 100 µL หลังจากต้ังทิ้งไว้ 30 นาที นําไปวัดการถูกกลืนแสงที่ 750 nm ด้วยเครื่อง 
spectrophotometer ค่า total phenolic content ของสารสกัดได้จากการเปรียบเทียบกับ gallic accid 
มีหน่วยเป็น mg/g gallic acid equivalents (GAE) 
3. การวิเคราะห์หาฤทธ์ิในการต้านอนุมูลอิสระ (antioxidant activity) 
3.1 DPPH free radical scavenging activity 
ฤทธ์ิในการกําจัดอนุมูลอิสระของสารสกัดทําไดโ้ดยวัดความสามารถในการกําจัด 2,2–
dipenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) ซึ่งเป็นอนุมูลอิสระที่คงตัว โดยทําตามที่เคยมีรายงานไว้แล้ว 
(Ahmad et al., 2005) วิธีที่ใช้มีหลักการดังต่อไปน้ีคือ DPPH (สีม่วง) สามารถไปทําปฏิกิริยา 
reduction กับสารที่มีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระโดยจะรับ electron หรือ hydrogen radical จากสารต้าน
อนุมูลอิสระ เกิดเป็นโมเลกุลใหม่ที่คงตัวข้ึน (reduced form มีสีเหลืองอ่อน) ทําให้การดูดกลืนแสงที่ 
517 nm เปล่ียนไป วิธีทํามีรายละเอียดดังต่อไปนี้ คือ เติมสารสกัดหรือสารมาตรฐาน (ascorbic acid) 
ความเข้มข้นต่าง ๆ ระหว่าง 0–300 µg/mL จํานวน 500 µl ลงใน สารละลาย 50 µM DPPH ใน 
methanol จํานวน 4.0 mL แล้วปรับปริมาตรสุดท้ายให้ได้  5.0 mL ด้วยนํ้า เขย่าให้เข้ากันตั้งทิ้งไว้ 30 
นาทใีนที่มืด เม่ือครบเวลานําไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 517 nm ด้วยเคร่ือง spectrophotometer 
หลอดที่เป็นตัวควบคุมใช้นํ้ากลั่นแทนสารสกัดในประมาตรที่เท่ากัน ฤทธ์ิในการกําจัดอนุมูลอิสระ
คํานวณได้เป็น % โดยสมการข้างล่าง 









โดยที่ Acontrol และ Asample  คือ ค่าการดูดกลืนแสงของหลอดควบคุมและสารสกัดหรือสารมาตรฐาน
ตามลําดับ 
3.2 Inhibition of linoleic acid oxidation 
ฤทธ์ิในการต้านอนุมูลอิสระที่เกิดจากปฏิกิริยา oxidation  ของ linoleic acid ทําได้โดยใช้วิธี 
ferric thiocyanate method (Zhan et al., 2006) ซึ่งมีรายละเอียดดังนี้ คือ เติมสารสกัดหรือสาร
มาตรฐาน (ascorbic acid และ α-tocopherol) ความเข้มข้นต่าง  ๆ ต้ังแต่ 31.25 ถึง  2,000 µg/mL 
จํานวน 0.5 mL ลงในส่วนผสมของ  0.2 M linoleic acid emulsion (เตรียมโดย ละลาย linoleic acid 
จํานวน 0.2804 g  ลงใน phosphate buffer จํานวน 50 mL ซึ่งมี Tween 20 อยู่ 0.2804 g) โดยใช้ 
2.5 mL ผสมกับ phosphate buffer (0.2 M, pH 7.0) จํานวน 2.0 mL  บ่มในที่มืด ที่อุณหภูมิ 60° C  
เป็นเวลา 8 ช่ัวโมง เม่ือครบเวลาแบ่งส่วนผสมดังกล่าวจํานวน 0.1 mL เติมลงใน 75% ethanol 
จํานวน 4.5 mL ตามด้วย 30% ammonium thiocyanate จํานวน 0.2 mL และ 20 mM ferrous 
chloride ใน 3.5% hydrochloric acid จํานวน 0.2 mL นําไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 500 nm  
ในระหว่างปฏิกิริยา oxidation ของ linoleic acid น้ันจะเกิดการสร้าง peroxide ซึ่งสามารถไป 
oxidize Fe2+ ให้เป็น Fe3+  Fe3+ ที่เกิดขึ้นจะไปจับกับโมเลกุลของ thiocyanate เกิดเป็นสารประกอบ
เชิงซ้อนซึ่งสามารถดูดกลืนแสงสูงสุดที่ความยาวคล่ืน 500 nm ในการศึกษาน้ีได้ทําการศึกษา
เปรียบเทียบฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระกับ ascorbic acid และ α-tocopherol หน่วยใช้เปรียบเทียบคํานวณ
ได้เป็นค่าการยับย้ังการสร้าง  lipid peroxidation โดยสมการข้างล่าง  
 Inhibition of lipid peroxidation (%) = 100 – [(A sample/A control) x 100] 
โดยที่ Acontrol คือ ค่าการดูดกลืนแสงของหลอดควบคุม (ปราศจากสารสกัด) และ  
  Asample  คือ ค่าการดูดกลืนแสงในปฏิกิริยาที่มีสารสกัดหรือสารมาตรฐานอยู่ 
4. การศึกษาฤทธ์ิต้านเซลล์มะเร็ง  
การศึกษาฤทธ์ิในการต้านมะเร็งของสารสกัดทําไดโ้ดยศึกษาความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งตับ 
HepG2 cell โดย 2 วิธี คือ trypan blue exclusion assay และ 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay (Mosmann, 1983) และเพื่อเป็นการควบคุมพิษที่อาจ












4.1 Cell culture 
ทําการเลี้ยง HepG2 cells ในอาหารเล้ียง RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute 
1640) ที่อุณหภูมิ 37° C ในบรรยากาศอ่ิมตัวและมี 5% carbon dioxide โดยเติม 10% fetal bovine 
serum (FBS), 100 U/mL antibiotic-antimycotic (Gibco) ลงในอาหารเล้ียงเช้ือ   
4.2 Trypan blue exclusion assay 
นําเซลล์ (ประมาณ 5x105 cells/well) ใส่ใน 96-well plates ทิ้งไว้ในตู้บ่มข้ามคืน เพื่อให้
เซลล์ติดที่ผิวจานเลี้ยงเชื้อ หลังจากนั้นเติมสารสกัดความเข้มข้นต่าง ๆ นําไปบ่มในตู้บ่มนาน 24 ชม. 
หลังครบเวลาเก็บเซลล์โดยใช้ 0.25% trypsin-EDTA solution นําเซลลไ์ปย้อมด้วย  0.4% (w/v) 
trypan blue ในปริมาตรที่เท่ากัน  นับจํานวนเซลล์ที่ติดสีด้านในเป็นเซลล์ตาย ส่วนเซลล์ที่ไม่ติดสีเป็น
เซลล์ที่ยังมีชีวิตด้วยเครื่อง hemocytometer  จํานวน % ที่เซลล์มีชีวิตคํานวณได้จากสมการด้านล่าง 
โดยแต่ละความเข้มข้นทําการทดลองซ้ํา 3 ครั้ง 
        % Viable cells = (Viable cells per mL/ Total cells per mL) X 100 
4.3 MTT Assay: 
นําเซลล์ (ประมาณ 5x105 cells/well) ใสใ่น 96-well plate บ่มกับสารสกัดความเข้มข้นต่างๆ 
ทํานองเดียวกับการทดลองที่ 4.2   หลังบ่มร่วมกับสารสกัดนาน 24 ชม. เติม  MTT (5 mg/mL) 
จํานวน 20 µl ตั้งทิ้งไว้ 4 ชม.  ดูดเอาอาหารเลี้ยงเชื้อออกแล้วเติม DMSO จํานวน 100 µl เพื่อ
ละลาย formazan นําไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่  540 nm แต่ละความเข้มข้นทําการทดลองซ้ํา 3 
ครั้ง        จํานวน % ที่เซลล์มีชีวิต (% Viable cells) คํานวณไดโ้ดยเปรียบเทียบค่าการดูดกลืนแสง
ของกลุ่มควบคุมซึ่งไมไ่ด้ใส่สารสกัด 
4.4 การศึกษาการเปล่ียนแปลงรูปร่างของเซลล์ 
 หลังจากที่เซลลไ์ด้รับสารสกัดความเข้มข้น 500 µg/mL  นาน 24 ช่ัวโมง นําไปถ่ายภาพผ่าน
กล้อง stereomicroscope เพื่อศึกษาผลของสารสกัดต่อการเปลี่ยนแปลงรูปร่างของเซลล ์
4.5 การศึกษาฤทธ์ิของสารสกัดต่อการใช้ออกซิเจนของเซลล์มะเร็ง 
การวัดอัตราการใช้ออกซิเจนของเซลล์ HepG2 โดยการใช้ Clark oxygen electrode 
(Hansatech Oxygraph system) ทําไดโ้ดยวัดปริมาณออกซิเจนที่ลดลงใน oxygraph chamber โดย
เซลล์ HepG2 (2x107 cells/mL) สารอาหาร (substrate) ที่ให้พลังงานแก่เซลล์คือ glucose (2g/mL)  
รอจนอัตราการใช้ออกซิเจนคงที่จึงเติมสารสกัดแต่ละชนิดความเข้มข้น  500 µg/mL ในการศึกษาน้ี
ใช้ carbonyl cyanide 3-chlorophenylhydrazone (CCCP) ซึ่งเป็นสารที่มีฤทธ์ิเป็น mitochondrial 













3.1. ปริมาณ total phenolic content (TPC) ในสารสกัด 
ปริมาณสารประกอบพวก phenolic พบได้อยู่ทั่วไปในพืชทุกชนิด มีรายงาน
ความสัมพันธ์ระหว่างฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระกับสารประกอบกลุ่มนี้ (Xin-hua et al., 2001) 
ดังนั้นปริมาณ TPC จึงค่อนข้างมีความสําคัญในการบ่งช้ีเบื้องต้นถึงความสามารถในการออก
ฤทธิ์เป็นสารต้านอนุมูลอิสระของพืชแบบหนึ่ง ในการศึกษานี้จึงได้ทําการตรวจหาและ
เปรียบเทียบปริมาณ TPC ของสารสกัด ซึ่งพบว่าในสารสกัดจาก P. virgatus มีปริมาณ TPC สูง
กว่า P. urinaria และ P. amarus  แต่ 2 ชนิดหลังไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญ (ตาราง
ที่ 1) 
ตารางท่ี 1 ปริมาณสารประกอบ phenolic ที่อยูใ่นสารสกัดลูกใตใ้บทั้ง 3 สปีชีส์  
สารสกัด Yield (%) Total phenolic content (mg/g GAE) 
P. amarus 6.48 34.2 ± 1.8 
P. virgatus 8.50 43.6 ± 1.0* 
P. urinaria 4.78 35.4 ± 2.7 
* P < 0.05, ค่าที่แสดงในตารางเป็นค่า mean ± S.E. (n=5) 
 
3.2 ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดลูกใต้ใบ 
3.2.1 DPPH free radical scavenging activity 
  ความเข้มข้นของสารสกัดที่น้อยที่สุดในการทดสอบฤทธิ์ของสารสกัดในการกําจัด 
DPPH คือ 5 µg/mL และสูงสุดคือ 300.0 µg/mL  ที่ความเข้มข้นตั้งแต่ 150 µg/mL  ของสาร
สกัดทั้งสามทําให้เกิดการกําจัด DPPH สูงสุด คือประมาณ 90%  (รูป 3.1) จากผลการทดลอง
แสดงให้เห็นว่า ค่า IC50  หรือความเข้มข้นของสารสกัดที่กําจัด DPPH  ได้ครึ่งหนึ่งของสารสกัด  
P. virgatus ตํ่าที่สุดคือ 30.37 ± 5.07 µg/mL   โดยตํ่าว่าสารสกัด P. urinaria (36.68 ± 3.37 
µg/mL) และ P. amarus (39.02 ± 4.30 µg/mL) อย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ ในขณะที่ ascorbic 



















รูปท่ี 3.1 ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของลูกใตใ้บวัดด้วยวิธี DPPH radical scavenging พบว่า P. 
virgatus มีค่า IC50 น้อยที่สุด ซึ่งแตกต่างจากลูกใตใ้บชนิดอื่น   * P < 0.05; n=5 
 
 3.2.2 การยับยั้ง peroxide ท่ีเกิดจากปฏิกิริยา oxidation ของ linoleic acid โดยสารสกัด
ลูกใต้ใบ 
จากการใช้ Ferric thiocyanate method ในการตรวจหาปริมาณ  peroxide จากปฏิกิริยา 
lipid peroxidation โดยผลการทดลองแสดงอยูใ่นรูป 3.2  พบว่าสารสกัดจาก P. virgatus มี
ความสามารถในการยับยั้งการเกิด peroxide สูงสุดมีค่ามากกว่าสารสกัดจาก P. urinaria และ P. 
amarus ตามลําดับ และความสามารถในการยับยั้งการเกิด linoleic acid peroxidation สูงสุดของ
สารสกัดทั้งสามชนิดนั้นตํ่ากว่า ascorbic acid และ α-tocopherol  โดยเรียงลําดับได้ดังต่อไปนี้ คือ 
ascorbic acid (100.00 ± 0.40%) = α-tocopherol (100.00 ± 0.89%) > P. virgatus (83.98 ± 
3.20%) > P. urinaria (75.77 ± 0.97%) > P. amarus (65.54 ± 3.10%) ดังสรุปไวใ้นตารางที่ 2 
3.3 ฤทธิ์ในการต้านเซลล์มะเร็งของสารสกัดลูกใต้ใบ (Cytotoxic effects). 
ความสามารถของสารสกัดลูกใตใ้บทั้งสามในการฆ่าเซลล์มะเร็งตับ HepG2 cell แสดงไว้
ในรูป  3.3 โดยในรูป 3.3A ใช้วิธีย้อมด้วย trypan blue หรือเรียกว่า  trypan blue exclusion ส่วน
ในรูปที่ 3.3B ใช้วิธี MTT assay ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าฤทธิ์ในการฆ่าเซลล์มะเร็งของสาร
สกัดขึ้นอยู่กับความเข้มข้นของสารสกัด (dose dependent) และผลการทดลองที่ได้จากวิธีทั้งสอง
นั้นสอดคล้องกัน โดยพบว่าสารสกัดจาก P. virgatus มีความเป็นพิษต่อ HepG2 cell มากที่สุด  























รูปท่ี 3.2 ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระซึ่งเกิดปฏิกิริยา oxidation ของ linoleic acid  ของสารสกัดลูกใตใ้บ 
พบว่ามีความแตกต่างอย่างมีนัยสําคัญระหว่างสารสกดัจากลูกใตใ้บต่างชนิดกัน โดยฤทธิ์ในการ
ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัด P. virgatus > P. urinaria > P. amarus ตามลําดับ 
* P < 0.05 เทียบกับ positive control (ascorbic acid และ α-tocopheol); # P < 0.05 เทียบกบั P. 
virgatus และ & P < 0.05 เทียบกับ P. urinaria.  
 
ตารางท่ี 2 การเปรียบเทียบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดด้วยวิธีที่แตกต่างกัน  
Extract 
DPPH radical scavenging 
(IC50: µg/ml)  
Maximum Inhibition of          
linoleic acid oxidation (%) 
P. amarus 39.02 ± 4.30* 65.5 ± 1.4*  





36.68 ± 3.37* 
25.02 ± 4.30 
- 
75.77 ± 1.0*# 
100.00 ± 0.40 
100.00 ± 0.89  
         * P < 0.05, เทียบกับ Ascorbic acid;  # P < 0.05, เทียบกับ P. amarus;  








































































3.4 ผลของสารสกัดจากลูกใต้ใบต่อการเปลี่ยนแปลงรูปร่างของเซลล์ HepG2   
 การเปลี่ยนแปลงรูปร่างของเซลล์ที่ได้รับสารสกัดความเข้มข้น 500 µg/mL แสดงไวใ้นรูป
ที่ 3.4 เมื่อเปรียบเทียบกบัเซลล์ปกติซึ่งไม่ได้สารใดๆ (รูปที่ 3.4A) เซลล์ที่ปกติจะมีรูปร่างที่เรียกว่า 
epithelial-like feature แผ่เรียงต่อกันเป็นเซลล์ช้ันเดยีวบนผิวของจานเลี้ยงเช้ือ (monolayer) 
ขณะที่เซลล์ที่ได้รับสารสกัดจะเปลี่ยนรูปร่างมีลักษณะกลมและไม่เกาะตัวต่อกับเซลลใ์กล้เคียง 






















Figure 3.3 Concentration-response ของลูกใตใ้บทั้ง 3 ชนิดต่อการตายของ HepG2 cells วัดโดย









ตารางท่ี 3 ค่า IC50 ของสารสกัดในการทําให้เซลล์ HepG2 ตาย 
Extract Inhibiting concentration (IC50) (µg/mL) 
  Trypan Blue MTT 
P. amarus 514.15 ±  44.54 463.72 ± 68.24 
P. virgatus 370.90 ± 21.11*            253.30 ± 18.89* 
P. urinaria 431.14 ± 65.54 445.07 ± 62.19 
          * P < 0.05, เทียบกับสารสกัดชนิดอ่ืน ค่าที่แสดงในตารางเป็นค่า mean ± S.E. (n=5)  
 
  
Figure 3.4 ผลของสารสกัดลูกใตใ้บต่อรูปร่างของเซลล์  HepG2  (A) Control (B) Vehicle (0.5% 













 P. virgatus 
500 µg/mL 
 P. urinaria 
500 µg/mL 
 P. amarus 1 µM CCCP 
1 min 
100 nmol/mL 
0.5 % DMSO 


















Figure 3.5 ผลของสารสกัดลูกใตใ้บในการกระตุ้นการใช้ออกซิเจนของเซลล์มะเร็ง HepG2 รูปบน
เป็น tracing แสดงการเปลี่ยนแปลงอัตราการใช้ออกซิเจนหลังจากใส่สาร (ลูกศรช้ี) ส่วนกราฟแท่ง
ด้านล่างเป็นการสรุปผลของสารสกัดลูกใตใ้บต่อการใช้ออกซิเจนของเซลล์ HepG2 จากการ
ทดลองซ้ํา  (n=3) โดยขนาดของสารสกัดที่ใช้คือ 500 µg/mL พบว่าสารสกัดจาก P. virgatus มี
ฤทธิ์ในการกระตุ้นการหายใจของเซลล์มากที่สุดเทียบเท่ากับ CCCP ส่วนสารสกัดจาก P. amarus 
และ P. urinaria มีการกระตุ้นการใช้ออกออกซิเจนของเซลล์เพิ่มขึ้นอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติเมื่อ
เทียบกับ DMSO แต่สองกลุ่มหลังนี้มีฤทธิ์แรงไม่แตกต่างกัน 











































3.5 ผลของสารสกัดลูกใต้ใบในการกระตุ้นการใช้ออกซิเจนของเซลล์มะเร็ง HepG2  
อัตราการใช้ออกซิเจนของเซลล์ HepG2 ที่ได้รับสารสกัดลูกใต้ใบแสดงอยูใ่นรูปที่ 3.5 ผล
การทดลองแสดงให้ว่าสารสกัดจาก P. amarus และ P. urianaria กระตุ้นการหายใจของเซลลไ์ด้
เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม แต่ว่าน้อยกว่าสารสกัดจาก P. Virgatus  พบว่าสารสกัดจาก P. 
virgatus นั้นกระตุ้นการหายใจของเซลล์อย่างมีนัยสําคัญทํานองเดียวกับ CCCP 1 µM ซึ่งใช้เป็น 














พืชใน genus Phyllanthus (Family: Euphorbiaceae) (Jain et al., 2008) ประกอบด้วยพืช
หลายสปีชีส์  พืชหลายชนิดใน genus นี้ได้แก่ P. virgatus, P. amarus และ P. urinaria มีลักษณะที่








วิชาการเกี่ยวกับ P. virgatus ค่อนข้างมีจํากัดเมื่อเทียบกับ P. amarus และ P. urinaria ในการวิจัย
นี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อหาฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาของลูกใต้ใบ P. virgatus ในแง่ของการเปรียบเทียบ
กับอีก 2 สปีชีส์ ว่ามีความเหมือนหรือแตกต่างกันอย่างไร  โดยขั้นแรกได้ทําการเปรียบเทียบ
ปริมาณสาร phenolic ที่เปน็ส่วนประกอบทั่ว ๆ ไปของพืช ซึ่งพบว่ามีความสัมพันธ์กับฤทธิใ์นการ
ต้านอนุมูลอิสระของพืช รวมทั้งสามารถออกฤทธิ์เป็นต้านการอักเสบและโรคมะเร็งได้ (Han et 
al., 2007)  จากผลการทดลองวัดปริมาณ total phenolics ในสารสกัดจากลูกใตใ้บทั้ง 3 ชนิด
พบว่า P. virgatus มีปริมาณของ polyphenol มากที่สุด  และผลการทดลองสอดคล้องกับฤทธิ์ต้าน
อนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH radical scavenging ซึ่งพบว่าสารสกัด P. virgatus มีฤทธิ์แรงที่สุด ด้วย 
ค่า IC50 ในการทําลาย DPPH radical = 30.37 ± 5.07 µg/mL ซึ่งมากกว่า  P. urinaria (36.68 ± 
3.37µg/mL) และ P. amarus (39.02 ± 4.30 µg/mL)  อย่างมีนัยสําคัญ เมื่อเปรียบเทียบค่า IC50 
ในการทําลาย DPPH radical  ของสารสกัด P. amarus ซึ่งมีนักวิจัยคณะอื่นเคยทํามาแล้วพบว่า
ใครเคียงกันคือ ประมาณ  45 µg/mL (Wongnawa et al., 2006)  
ผู้วิจัยได้ทําการตรวจสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดด้วยวิธีที่มีหลักการแตกต่าง
ไปอีกวิธีหนึ่งคือการใช้ linoleic acid system เพื่อให้เกิดการสร้าง   peroxyl radicals ขึ้นในระบบ 
การเกิดอนุมูลอิสระด้วยวิธีนี้มีความใกล้เคียงกับปฏิกิริยาจริงในร่างกายมากกว่า (Siddhuraju and 
Becker, 2007) พบว่าสารสกัด P. virgatus สามารถป้องกันการเกิด hydroperoxide ได้มากกว่า









ชนิดมีฤทธิ์ต่ํากว่า ascorbic acid และ α-tocopherol   คณะวิจัยที่มี Wongnawa เป็นหัวหน้าคณะ
(2006) มีแนวคิดที่ว่าสารสกัดน้ําของ P. amarus ซึ่งมีความสามารถในการกําจัด DPPH radical 
ได้ค่อนข้างดี จึงได้นําไปทดลองฤทธิ์ในการป้องกันการทําลายตับจากพิษของ paracetamol พบว่า
ได้ผลดี นอกจากนั้นยังมีผู้นําเอาสารสกัดน้ําจาก P. amarus, P. virgatus และ P. uinaria ไปใช้กับ
ผู้ป่วยโรคตับและเบาหวาน (Ali et al., 2008)   Kuo และคณะ (2005) ช้ีแนะว่าสารประกอบใน
ธรรมชาติสามารถที่จะป้องกันหรือเบาเทาโรคได้หลายชนิด ไม่ว่าจะเป็นสารประกอบในชาเขียว 
Cirisium rhinoceros Nakai, Terminalia arjuna Linn., Euphorbia jolkini Bioss, Polygonum 
cuspidatums, Myrica rubra Sieb et Zucc, Centella asiatica, Bupleurum kaoi, Ochrosia elliptica 
Labill, Stephania tetrandra และ Rhei Rhizoma สารประกอบในพืชหลายอย่างที่ถูกนํามาศึกษา
และพบว่าสามารถฆ่าเซลล์มะเร็งได้ เช่น สารกลุ่ม flavonoid ที่มีช่ือว่า acacetin ใน Cirisium 
rhinoceros Nakai ไปยับยัง้การเจริญของเซลล์มะเร็งต่อมลูกหมากของคน 2 ชนิดคือ human 
prostate carcinoma LNCaP และ DU145 cells (Singh et al., 2005) หรือสารกลุ่ม  tannin เช่น    
(–)-epigallo-catechin (EGC) ซึ่งเป็นสารประกอบชนิดหนึ่งในชาเขียวสามารถยับยั้งการเจริญของ
เซลล์มะเร็งเต้านมที่มีช่ือว่า MCF-7 และ MDA-MB-231 (Vergote et al., 2002) ดังนั้นสารสกัด
ลูกใตใ้บอาจมีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งตับได้เช่นกัน  
ปัจจุบันยังมีประชากรจํานวนมากที่เข้าถึงยาแผนปัจจุบันได้ลําบาก พบว่ายาที่มาจาก
ธรรมชาติมีส่วนสําคัญในการป้องกันและรักษาโรคต่าง ๆ หลายโรครวมทั้งโรคมะเร็ง โรคมะเร็ง
กําลังเป็นโรคสําคัญที่ทําเกิดอัตราการตายอยูใ่นระดับต้น ๆ ของทั้งประเทศที่พัฒนาแล้ว    และ
ประเทศกําลังพัฒนา      มีรายงานว่าโรคมะเร็งตับจัดเป็นโรคที่เกิดบ่อยเป็นอันดับต้น ๆ ของโลก 
(Roberts et al., 2005) สําหรับลูกใตใ้บนั้นมีรายงานฤทธิ์ในต้านมะเร็งอยู่หลายชนิด เช่น การให้
สารสกัด P. amarus แก่หนูที่ถูกชักนําให้เกิดเนื้องอกที่ตับด้วยสาร N-nitrosodiethylamine ทําให้
หนูมีชีวิตยาวขึ้น (Rajeshkumar and Kuttan, 2000) นอกจากนั้นสารสกัด P. amarus ยังไปทําให้
เกิดการตายของเซลล์ human adenocarcinoma cell line Caco-2 (Lawson-Evi et al., 2008) หรือ
ในการศึกษาสารสกัด P. urinaria ยังไปช่วยทําให้เซลล์ Lewis lung carcinoma เกิด apoptosis มาก
ขึ้น แตไ่ม่ทําให้เกิดการตายของเซลล์ปกติ เช่น HUVECs  และ WRL 68 cells ทําให้ค่อนข้างม่ันใจ
ว่าสารสกัด P. urinaria น่าจะไปก่อให้เกิดการทําลายเซลล์มะเร็งได้มากกว่า (Huang et al., 2003)  
ในการศึกษาวิจัยนี้จึงได้ทําการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลลม์ะเร็งตับ HepG2 ด้วยวิธ ี 
MTT และ trypan blue assay ซึ่งพบว่าสารสกัดระหว่างความเข้มข้น (31.25-1,000 µg/mL) 
สามารถทําให้เซลล์ HepG2 hepatocellular carcinoma ตายได้ โดย P. virgatus มีฤทธิ์แรงที่สุด
ด้วยค่า IC50 ที่ต่ํากว่าสารสกัดจาก P. urinaria และ P. amarus  










HepG2 cell พบว่าเมื่อนําเซลล์มาวัดอัตราการใช้ออกซิเจนของเซลล์ พบว่าสารสกัดทั้งสามชนิด
ออกฤทธ์กระตุ้นการหายใจของเซลล์ โดยที่ความเข้มข้นที่ 500 µg/mL ที่เท่ากันนั้น P. virgatus 
ยังคงกระตุ้นการใช้ออกซิเจนของเซลลไ์ด้มากที่สุด เทียบเท่ากับ CCCP ซึ่งเป็นสารที่ไปทําให้เกิด 
uncoupling ของ respiratory chain และ oxidative phosphorylation ใน mitochondria ส่งผลให้เกิด
การเพิ่มการใช้ออกซิเจนโดยปราศจากการสร้าง ATP   เนื่องจากการหายใจหรือ cellular 
respiration ของเซลล์เป็นตัวช้ีวัดของกระบวนการ metabolism ดังนั้นอัตราการใช้ออกซิเจนจึงเป็น
ตัวบอกถึงกระบวนการ oxidative phosphorylation ของ mitochondria ดังนั้นผู้วิจัยเช่ือว่า ความ
เป็นพิษของสารสกัดลูกใต้นั้นน่าจะมีส่วนเกี่ยวข้องกับการทํางานของ mitochondria ประการใด
ประการหนึ่งซึ่งน่าจะได้ทําการศึกษาต่อไป เช่น การทดสอบฤทธิ์ต่อการใช้ออกซิเจนของ 
mitochondria การแยกออกจากเซลล์ เป็นต้น อย่างไรก็ตามเป็นการยากที่สรุปอย่างชัดเจนต่อ
กลไกการออกฤทธิ์ของสารสกัดหยาบ เนื่องจากสารสกัดหยาบมักจะมีส่วนประกอบที่เป็นสารเคมี
มากมายหลายชนิด ฤทธิ์ที่เกิดขึ้นจากการทดสอบสารสกัดหยาบมักจะเป็นผลรวมของฤทธิ์จาก
สารเคมีเหล่านั้น  สกัดออกมาทดสอบกับสารสกัด  
โดยสรุป งานวิจัยช้ินนี้ได้ทําการตรวจสอบและเปรียบเทียบฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาของสาร
สกัดลูกใตใ้บ 3 สปีชีส์ คือ  P. virgatus, P. amarus และ P. urinaria และพบว่า สารสกัดจาก P. 
virgatus มีส่วนประกอบที่เป็นสารประกอบ phenolic สูงที่สุด และมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระมากที่สุด 
โดยสารสกัดทั้งสามชนิดสามารถทําให้เซลล์มะเร็งตับ HepG2 ตายได้ โดยกลไกการออกฤทธิ์ที่มี
ส่วนเกี่ยวข้องคือการไปกระตุ้นการหายใจหรือการใช้ออกซิเจนของเซลล์ การเลือกใช้ลูกใตใ้บใน
การรักษาโรคควรต้องคํานึงถึงการเลือกเก็บให้ถูกชนิด จากการวิจัยนี้พบว่าลูกใตใ้บสปีชีส์ P. 
virgatus นั้นมีความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งค่อนข้างสูง และยังไม่มีรายงานในเรื่องความเป็นพิษต่อ
เซลล์ปกติ ต่างจาก P. urinaria ซึ่งมีข้อมูลเรื่องความเฉพาะเจาะจงต่อเซลล์มะเร็ง ขณะที่ P. 
amarus นั้นก็มีรายงานการทดลองในมนุษย์แล้ว การเลือกเก็บลูกใตใ้บมาทําเปน็ยารักษาโรคจึง
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extract of  P. virgatus had stronger antioxidant and cytotoxic 
action than  P. amarus extract. The stimulation of HepG2 cell 
respiration by  P. virgatus extract suggests the extract alters 
mitochondrial function; this action could play a role in the 
cytotoxicity of this plant.  Copyright © 2011 S. Karger AG, Basel 
 Introduction 
 Oxidative stress induced by oxygen radicals, causing 
damage to lipids, proteins and nucleic acid, has been 
shown to be involved in the initiation and progression of 
various diseases such as inflammation, liver injury, renal 
failure, cardiovascular diseases and cancer  [1] . Several 
studies have revealed the potential of medicinal plants for 
serving as antioxidants against various diseases induced 
by oxidative radicals  [2–4] . It is widely known that almost 
all chemotherapeutic agents currently used produce seri-
ous toxicities to several organs. Naturally occurring phe-
nolic compounds of plants have been shown to have an-
tioxidant properties  [5–7] and to exhibit cytotoxic activ-
ity on a variety of cancer cell types, such as Jurkat and 
human hepatoma HepG2 cells, without toxicity to non-
cancer cells  [8] . Moreover, there is increasing evidence 
 Key Words 
 Phyllanthus virgatus    Phyllanthus amarus   Antioxidant   
HepG2   Cytotoxicity   Oxygen consumption 
 Abstract 
 Objective: To determine the antioxidant activity and cyto-
toxicity of  Phyllanthus virgatus crude extract compared to 
 Phyllanthus amarus.  Methods: Phenolic contents of the hy-
dromethanolic extracts were measured using Folin-Ciocal-
teu reagent. Antioxidant activity was evaluated by the 2,2-di-
phenyl-1-picrylhydrazyl hydrate free radical scavenging and 
antilipid peroxidation assays. Cytotoxicity on human hepa-
toma HepG2 cells was assessed by trypan blue and 3-(4,5-di-
methylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide viabil-
ity assays. A stereomicroscope was used to observe and pho-
tograph the morphology of the cells. Oxygen consumption 
of the HepG2 cells was measured using a Clark oxygen elec-
trode.  Results: The extract of  P. virgatus, which contained 
more phenolic compounds than  P. amarus extract, had high-
er cytotoxicity and showed higher free radical scavenging 
activity and more inhibition of peroxidation in a linoleic acid 
system.  P. virgatus extract conspicuously increased the oxy-
gen consumption of HepG2 cells, while  P. amarus extract had 
little stimulatory effect.  Conclusion: The hydromethanolic 
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showing the chemopreventive potential of many plant 
compounds such as green and black tea polyphenols, ly-
copene, soy isoflavones, curcumin, phenethyl isothiocya-
nate, indole-3-carbinol and perillyl alcohol  [9–11] .
 The genus  Phyllanthus consists of several species in 
the family Euphorbiaceae.  Phyllanthus virgatus and an-
other two species,  P. amarus and  P. urinaria, are closely 
related in appearance and phytochemical structure  [12] . 
In Thailand, they have the same local name (Look Tai 
Bai). All of them traditionally have been used for the 
treatment of many ailments such as gonorrhea, jaundice, 
diabetes and liver diseases  [13] . The anticancer activity of 
 Phyllanthus species has also been documented  [14–19] . 
For example,  P. amarus inhibits the growth of human 
adenocarcinoma cell line Caco-2  [14] , hepatoma induced 
by  N -nitrosodiethylamine in rats  [15] and sarcoma in-
duced by 20-methylcholanthrene in mice  [16] . Similarly, 
 P. urinaria has also been shown to possess cytotoxic ac-
tivity against several cancer cell lines including human 
promyelocytic leukemia  [17] , Lewis lung carcinoma cells 
 [18] and HepG2 cells  [19] . However, the pharmacological 
studies on  P. virgatus mostly involved its antimicrobial 
 [20, 21] and antihyperglycemic effects  [22] . Cytotoxicity 
of  P. virgatus to cancer cells, particularly HepG2 cells, has 
never been reported. In this survey, we studied and com-
pared the antioxidant and cytotoxic activities of the hy-
dromethanolic extracts of  P. virgatus and  P. amarus. In 
addition, the effects of both extracts on HepG2 cell oxy-
gen consumption were also investigated.
 Materials and Methods 
 Plant Materials and Extraction 
 Plants were collected from June to September 2005 in the Pak 
Tong Chai and Mueang districts of Nakhon Ratchasima province, 
Thailand, and were identified by a botanist, Dr. Paul J. Grote, 
School of Biology, Suranaree University of Technology. Speci-
mens of the plants are archived at the same School of Biology. 
Whole plants were thoroughly washed with distilled water to re-
move dirt and contaminants, and then oven-dried at 40  °  C. Each 
dried plant (10 g) was extracted twice with 100 ml of 50% metha-
nol in distilled water. The pooled extracts were filtered and con-
centrated at 40   °   C using a rotary evaporator under low pressure. 
The residue was freeze-dried in a lyophilizer and stored at –20  °  C 
until used.
 Measurement of Total Phenolic Compounds 
 The concentration of phenolic compounds in an extract was 
measured according to the method described previously  [23] , us-
ing gallic acid as a standard. The reaction mixture consisted of 
250   l of the extract (1 mg/ml) or standard (0.025–0.5 mg/ml gal-
lic acid), and 2.5 ml of 2% Na 2 CO 3 was added with 100   l of 50% 
Folin-Ciocalteu reagent. After 30 min of incubation, the absor-
bance was measured at 750 nm using a spectrophotometer. Re-
sults were expressed as milligrams per gram of gallic acid equiva-
lents.
 Determination of Antioxidant Activity: DPPH Free Radical 
Scavenging Activity 
 To measure antioxidant activity, the 2,2-diphenyl-1-picrylhy-
drazyl hydrate (DPPH) radical scavenging assay was carried out 
according to the procedure previously described  [8] . Briefly, each 
sample (500   l; final concentration range: 0–300   g/ml) was add-
ed to 4.0 ml of 50   M DPPH in methanolic solution, and the final 
volume was adjusted to 5.0 ml with distilled water. After vortex-
ing, the mixture was incubated for 30 min in the dark at room 
temperature. The decrease in absorbance at 517 nm was then mea-
sured using a spectrophotometer. Antioxidant activity was ex-
pressed as half maximal inhibitory concentration (IC 50 ), which 
was deﬁned as the concentrations of the extracts required to in-
hibit the formation of DPPH radicals by 50%.
 Determination of Antioxidant Activity: Inhibition of Linoleic 
Acid Oxidation 
 The antilipid peroxidation activity of the extracts was deter-
mined using the ferric thiocyanate method, as previously de-
scribed  [24] . Each sample (500   l; final concentration range: 
0–2,000   g/ml) was mixed with 2.5 ml of linoleic acid emulsion 
(0.2  M , pH 7.0) and 2.0 ml of phosphate buffer (0.2  M , pH 7.0). The 
linoleic acid emulsion was prepared by mixing 0.2804 g of lin-
oleic acid with 0.2804 g of Tween 20 and 50 ml of phosphate
buffer. The reaction mixture was incubated in the dark at 60   °   C 
for 8 h. An aliquot (0.1 ml) of the mixture was diluted with 4.5 ml 
of 75% ethanol, followed by the addition of 0.2 ml of 30% ammo-
nium thiocyanate and 0.2 ml of 20 m M ferrous chloride in 3.5% 
HCl. Absorbance of the solution was measured at 500 nm using a 
spectrophotometer. The percentage of inhibition of lipid peroxi-
dation in linoleic acid emulsion was calculated as follows:
 inhibition of lipid peroxidation (%) = (1 – A 1 /A 0 )  ! 100%,
 where A 0 is the absorbance of the control, while A 1 is the absor-
bance in the presence of the extracts. 
 Cytotoxicity Studies 
 HepG2 cells (ATCC HB-8065; Manassas, Va., USA) were cul-
tured in RPMI 1640 medium supplemented with 10% fetal bovine 
serum and 100 U/ml antibiotic-antimycotic (Gibco, Langley, 
Okla., USA). The cells were grown at 37   °   C in a fully humidified 
atmosphere of air with 5% CO 2 . The cells were used to determine 
the cytotoxicity of the extracts by trypan blue exclusion and 
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide 
(MTT) assays  [8] .
 Trypan Blue Exclusion Assay 
 Cells (5  ! 10 5 cells/well) were plated in triplicate in a 96-well 
culture plate overnight. They were treated with various concen-
trations (ranging from 0 to 1,000   g/ml) of the extracts for 24 h. 
Cells were harvested after digestion with 0.25% trypsin-EDTA 
solution at 37   °   C for 5 min. The cell suspension was mixed with 
an equal volume of 0.4% (w/v) trypan blue. The numbers of viable 
(unstained) and dead (stained) cells were counted by hemacytom-
eter under a light microscope and the results calculated and ex-
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 MTT Assay 
 HepG2 cells (5  ! 10 5 cells/well) were prepared as described 
above for the trypan blue exclusion assay and treated with each 
extract for 24 h. MTT solution (0.5 mg/ml) was added to each well 
and incubated for a further 4 h. The medium was removed and 
100   l of DMSO (99.9%) added to each well to dissolve purple 
crystals of formazan. Absorbance was measured with a spectro-
photometer at a wavelength of 540 nm using a microplate reader 
(Biorad, USA). Data are expressed as percent cell viability com-
pared to control.
 Measurement of HepG2 Cell Oxygen Consumption 
 Rates of oxygen consumption by HepG2 cells were determined 
with a Clark oxygen electrode (Hansatech Oxygraph, King’s 
Lynn, UK). HepG2 cells (2  ! 10 7 cells/ml) were incubated in an 
oxygraph chamber. Glucose (2 mg/ml) was used as a substrate. 
After a stable rate of oxygen consumption, carbonyl cyanide 
3-chlorophenylhydrazone (CCCP), which is a well-known and 
potent mitochondrial uncoupler (as a positive control), or the ex-
tracts were added to the chamber. Respiratory rates were ex-
pressed as nanomoles of oxygen per milliliter per minute.
 Statistical Analysis 
 Data are expressed as means  8 SD, and the unpaired t test was 
used to compare phenolic content and antioxidant activity be-
tween  P. virgatus and  P. amarus groups. However, the data from 
cytotoxicity and oxygen consumption studies were not normally 
distributed. The data were expressed as medians with interquar-
tile ranges. The Mann-Whitney U test was used to compare cyto-
toxicity (IC 50 ) between  P. virgatus and  P. amarus groups. Statisti-
cal differences between treated and control groups in the oxygen 
consumption study were determined using the Friedman repeat-
ed measures analysis of variance by ranks followed by the Stu-
dent-Newman-Keuls method for multiple comparisons. Differ-
ences between groups were considered significant when p  ! 0.05 
(n = 5 in each group for all experiments).
 Results 
 Total Phenolic Content and Antioxidant Activity 
 The amounts of phenolic compounds in extracts as 
well as antioxidant activity are shown in  table 1 .  P. virga-
tus extract contained more phenolic compounds than
 P. amarus extract. The former also showed significantly 
greater antioxidant capacity both in DPPH scavenging
(p  ! 0.05) and inhibition of linoleic acid oxidation (p  ! 
0.01). Significant differences in the inhibition of linoleic 
acid oxidation were found at concentrations of  6 250   g/
ml of the extracts, and the maximal inhibition rates of the 
 P. virgatus and  P. amarus extracts were about 84.0 and 
65.5% (p  ! 0.001), respectively.
 Cytotoxic Effect 
 The cytotoxic activity of the extracts of  P. virgatus and 
 P. amarus, expressed as IC 50 values, from the two assays 
was similar ( fig. 1 ). The results showed that  P. virgatus 
extract was more toxic to HepG2 cells than  P. amarus ex-
tract. The IC 50 of  P. amarus and  P. virgatus extracts cal-
culated from trypan blue exclusion were 500 (424–604) 
and 380 (305–401)   g/ml, respectively ( fig. 1 a), whereas 
those calculated from MTT assays were 372 (336–593) 
and 258 (208–296)   g/ml, respectively ( fig. 1 b).
 Effects of  Phyllanthus Extracts on Morphological 
Changes of HepG2 Cells 
 Morphological features of cells treated with the ex-
tracts at 500   g/ml were studied after 24 h of incubation 
( fig. 2 ). Normal cell morphology characterized by epithe-
lial-like features forming a monolayer on the surface of 
the culture flask was seen in controls and cells treated 
with 1% DMSO. In the presence of the plant extracts, 
morphological changes were observed, such as rounding 
up, loss of contact with cells and detachment from the 
plate.  P. virgatus extract caused more extensive morpho-
logical changes in HepG2 cells than  P. amarus. 
 Effects of  Phyllanthus Extracts on Oxygen 
Consumption of HepG2 Cells 
 The rate of oxygen consumption by HepG2 cells was 
measured in the presence of the extracts ( fig. 3 ). It was 
found that  P. amarus extract caused a small and statisti-







Inhibition of linoleic acid oxidat ion, %
250 g /ml 2,000 g/ml
P. virgatus 43.681.0*** 30.485.1* 62.983.1** 84.083.2***
P. amarus 34.281.8 39.084.3 57.581.1 65.583.1























































 Fig. 1. Cytotoxic effects of  Phyllanthus extracts. Cell viability was 
measured by two different methods. Values are expressed as
medians with interquartile ranges in parentheses. The IC 50 of
 P. amarus and P. virgatus measured by the trypan blue method ( a ) 
were 500 (424–604) and 380 (305–401)   g/ml, respectively (p  ! 
0.05; n = 5). The IC 50 of  P. amarus and  P. virgatus measured by 
MTT viability assays ( b ) were 372 (336–593) and 258 (208–296) 
  g/ml, respectively (p  ! 0.05; n = 5). 
a b
c d
 Fig. 2. Effects of  Phyllanthus extracts on HepG2 morphology. 
Morphological features of cells treated with the extracts (500   g/
ml each) were observed under a microscope after 24 h of incuba-
















a b c d
 Fig. 3. Effects of  Phyllanthus extracts on oxygen consumption of 
HepG2 cells. Tracings  a and  b show the effects of vehicle (0.5% 
DMSO) and CCCP (1   M ) as negative and positive controls, re-
spectively. Tracings  c and  d show the effects of  P. amarus and  P. 
virgatus (500   g/ml each), respectively. Arrows: time at which the 
vehicle, CCCP and the extracts were added. Numbers in parenthe-
ses: rates of oxygen consumption in nanomoles of oxygen per mil-
liliter per minute. The tracings are representative of 5 experiments 
(n = 5). The respiration rates of HepG2 cells in the presence of  P. 
virgatus extract [16.9 (13.3–20.7) nmol O 2 /ml/min] and CCCP [9.8 
(8.1–14.2) nmol O 2 /ml/min], but not of  P. amarus extract [7.5 (5.7–
11.0) nmol O 2 /ml/min], were significantly higher (p  ! 0.05) than 
that of the negative control [5.5 (4.2–8.2) nmol O 2 /ml/min]. Data 
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cally insignificant respiratory stimulation (p  1 0.05), 
while  P. virgatus extract clearly enhanced the respiration 
of HepG2 cells. This effect of  P. virgatus extract was com-
parable to that produced by CCCP.
 Discussion 
 The findings of a higher total phenolic content of
 P. virgatus extract from five separate plant collections 
and the stronger antioxidant activity of  P. virgatus extract 
are comparable to those presented by Kumaran and Ka-
runakaran  [13] , who have previously reported that the 
total phenolic content and antioxidant activity of five 
 Phyllanthus species from India can be placed in the fol-
lowing order:  P. debilis  1 P. urinaria  1 P. virgatus  1 
P. maderaspatensis  1 P. amarus.  P. virgatus extract also 
showed a stronger cytotoxic effect than  P. amarus. 
 Experiments on the effect of  Phyllanthus extracts on 
HepG2 cell respiration showed that at a concentration of 
500   g/ml,  P. virgatus extract clearly stimulated oxygen 
consumption, whereas  P. amarus extract produced but a 
small and insignificant increase in respiration. Since ox-
ygen consumption by cells is mostly due to mitochon-
drial oxidative phosphorylation, changes in cellular res-
piration rate as a result of experimental treatment may 
indicate alterations in mitochondrial activity. This find-
ing therefore suggests that  P. virgatus extract affects mi-
tochondrial function. The greater cytotoxic activity of
 P. virgatus extract compared to that of  P. amarus may be 
related to a higher phenolic content since it has been re-
ported that phenolic compounds could be cytotoxic  [25] .
 The ability of the extracts to stimulate HepG2 cell ox-
ygen consumption may be involved in cell death. Apop-
tosis signaling transduction can be induced through the 
death receptor pathway, such as the Fas ligand and Bcl-2 
family, as well as through a mitochondrial pathway  [26] . 
Mitochondrial dysfunction can cause a necrosis-type cell 
death via ATP depletion and Ca 2+ dysregulation  [27] . 
Further experiments are needed to determine whether 
dysregulation of mitochondrial respiration and function 
is caused by phenolic compounds and is thereby involved 
in the cytotoxicity of  Phyllanthus extracts; these might 
include, for example, measurement of oxygen consump-
tion and oxidative phosphorylation by isolated mito-
chondria treated with known phenolic compounds of 
these extracts.
 Conclusion 
 The results of the present study demonstrate that the 
hydromethanolic extract of  P. virgatus exerted greater 
antioxidant and cytotoxic effects on human hepatoma 
HepG2 cells than  P. amarus extract. It also produced 
stronger stimulation of HepG2 cell respiration, which in-
dicates the possibility of mitochondrial involvement in 
the cytotoxic action.
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